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論文内容の要旨
食品とくに清涼飲料水中における Dehydroacetic acid の変化に関する研究
Dehydroacetic acid (以下DHA) 略す)および sodium dehydroaceta te (以下 Na-D H A と略す)
は、我国においては昭和28年 3 月に合成保存料として食品への使用が許可され、対象食品と使用量と
が定められている。
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このものを添加した食品について、使用量を試験したとき、その使用量あるいは推定使用量と検出
量の聞に差を生じることがある。この事に関して言及した報告はなく、従来そのまま見過されていた。
しかし、 Na -D H A , sodium benzoa te(以下 Na-BA と略す)、 butyl p-hydroxybenzoate (Bu 
-PHBA と略す)の 3 種類の保存料を含有する市販製剤を用いて製造された市販清涼飲料水について
行なった筆者の測定では、単純に見過しに出来ない結果が示された。
即ち、当初清涼飲料水に添加されたときの 3種類の保存料の割合と、検出時の割合が異なった数値
を示し、 p-hydroxybenzoic acid (以下PHBA と略す)を基準として換算したとき、 benzoic acid 
(以下BA と略す)の回収率は68~90%であるのに対してDHA は著しく低く 12~45%が回収されたに
すぎなかった。
この現象は、清涼飲料水製造時における業者のミスなどによるはがりちがい、あるいは測定時の測
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とうてい考えられず、また使用した公定試験法 1) について、清涼飲料水中の定誤差によるものとは、
DHA の回収率を再検討した結果も異常のないことが判明した。この結果、保存料自体に問題がある
と考えられた。
もし、食品中にわいて、保存料が変化するとして、その変化により生じた物質が、その保存料の生
体内における代謝物質〔注〕と異なった物質であるとすると、その変化生成物は、生体に対して、もとの
このことは食品衛生上重大な問題を含む斬両と考えられる。
このため、 DHA の食品中における変化の有無、変化するとすれば、その変化生成物の究明、その
保存料と異なる作用を示す可能性がある。
生成率むよび変化経路の追求、各生成物の急性毒性むよび微生物に対する効力ならびに試験法の検討
などを目的として研究を行なった。
〔凶
DHA の生体内代謝を次のごWilliams ら 2) , 3) は、 Chinchilla rabbits と Albino rats を用いて、
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soft drinks) と同一組成の清涼飲料水に Bu-P
DHA を一定量加えて、一定温度で保存し、その聞の変化を測定したところ、 7 か月
後に Bu-P HB A は80%、 BA は60%回収されたが、 DHA は 7 か月後に23~30%、 8 か月後では10
市販されている清涼飲料水 (Orangejuice type , 
BA , HBA , 
%が回収されただけで明らかにDHA が?威少していることが判明した。
この減少の原因が、清涼飲料水の構成成分との結合によるものか、他物質への変化なのか、分解消
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滅によるものなのかを調べるため、 DHA と清涼飲料水の構成成分中の各化合物との溶液を調製し、
一定期間放置し、その聞の変化を調べた。その結果は、対照を含めていずれも減少を示したため、構
成成分との結合による変化でないと考えた。なかでもDHA のクエン酸溶液が対照より幾分強い減少
傾向を示したので、クエン酸溶液について、 DHA の加熱による変化を調べたところ、紫外部吸収の
変化が見られ、 249mμ に吸収極大をもっ他の物質に変化していることが認められた。
n 2 .6-Dimethyl -y -pyrone の検出
前節の加奏梯冬了後のDHA のクエン酸溶液より 249mμ に吸収極大を示す物質の抽出を試み、 CHCl3
抽出によって白色粒状結晶を得た。このものを種々の液性の水溶液として紫外部吸収を測定したが、
液性の変化による 249mμ の吸収極大の変化は認められなかった。
このことから紫外部領域において、 250mμ 附近に 1 つだけ極大吸収を有し、液性による紫外部吸収
の移動のない物質を広く pyrone 類およびその開環物質に求めたところ、 2.6-dimethyl -γ-pyrone 
(以下DMP と略す)を見出した。
先の抽出により得た結晶について、ペーパークロマトグラフイー、薄層クロマトグラフィ一等を行
ない、別途に合成により得たDMP と比較したところ Rf 値の一致を見た。また混合展開でもスポッ
トの分離を認めず、さらに混融試験でも融点降下を示さなかった。
以上の結果、得られた結晶がDMP であることカ苛在認できた。
また平行して放置実験を行なっていたDHA のクエン酸溶液、同じく放置実験中の清涼飲料水、市
販清涼飲料水、醗酵乳などからもDMP が検出された。
DMP の合成に Arndt ら 4) は、 DHA を濃 HCI と数時間加熱するという激しい条件を必要として
いるが、筆者が初めて見出したように清涼飲料水や、 0.2%程度のクエン酸溶液による加熱、あるい
は室温放置という穏和な条件で、時間を要したとしても、 DHA がDMP に容易に変化するというこ
とは、食品化学、食品衛生、食品工業上では、一般に考えられなかった問題だけに、 DHA の安定性
ともからみ重要な意味を有すると考えられる。
田 Dehydroacetic acid から 2.6-dimethyl 四 γ-pyrone への変化経路「
さらにペーパークロマトグラフィー、薄層クロマトグラフィー、ガスクロマトグラフィ一、紫外部
吸収測定、ポーラログラブイーなどの分析手段により、 2.6-dime吐lyl-γ-pyrone-3-carboxylic
acid (以下DMPCA と略す)を見出した。またこのものがその水溶液を水浴上で加熱することによっ
ても容易に脱炭酸し、 DMP に変化することも見出した。
一方、展開したろ紙および薄層上の未確認のスポットについて、さらにガスクロマトグラフィーな
どとの対比により検討を加えた結果、このスポットが diacetylacetone (以下DAA と略す)であるこ
とが判明した。
またDMPCA の分解産物中にもDAA の存在することを見出した。さらに酸性溶液中において、
DAA から DMP への変化は容易で、あるが、その逆のDMP から DAAへのピロン環の開裂が見られ
なかったことから類推して、、 DMPCA の環開裂も制約されると考えられた。このことから DMP
CA の一部が環開裂、脱炭酸により DAA となり、このものの閉環によるDMP の生成という過程を
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とるが、大部分のものは、直接、脱炭酸により DMP への過程をとると考えた。
以上のことより DHA の変化経路を次のように考えた。
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筆者によるDHA のDMP への変化に関する報告を契機として、 DHA の変化過程の解明に着手し
た青山ら 5) は、筆者とは別個にガスクロマトグラフィーによる実験の結果、 DMPCA を補促し得な
かったことより、次の変化経路を呈示し、筆者の述べたDMPCA は、 DHA から DMPへの経路に
関与しないとした。
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しかし前述のごとく、筆者は、ペーパークロマトグラフィー、薄層クロマトグラフィー、薄層クロ
マトグラム上のスポットからの抽出物についての紫外部吸収測定、ポーラログラフイーなど、また 5
%DEGS 田 1 % H3 P04 カラムによるガスクロマトグラフイーによってもDMPCAの存在を確認し
た。
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これに反して青山らがこのほのを補捉し得なかったのは、このものが容易に脱炭酸しDMP に移行す
るため、溶液中の存在量が少量で、あるのに、ガスクロマトグラフィーにおいて、 DHA ならびに他の
より安定な分解産物と同~ order で処理したこと、微量のしかも保持時間の長い物質の分析に、高濃
度液層 (30% silicone D C 550) カラムを使用したこと、唯一種類のカラムによるガスクロマトグラフ
イーのみの分析であったことなどに原因が存在するのではないかと考えられた。
町種々の液性によるおhydroacetic acid の変化
清涼飲料水、醗酵乳中などのDHA の変化モデルとして、 0.2% クエン酸溶液中における加熱時間
と DHA 、 DAA 、 DMP の消長をガスクロマトグラフィーで追跡した。その結果、加熱と同時に
DHA の減少が始まり、約30分後にはDAA の出現増加が始まる。
約 2 時間後にDMP の出現増加が始まり、両者は平行して増加するが、約10日寺間後にDAA量は減
少し始め、 DMP の増加のみが進行する。この増加は約 34 時間後にDHA と DAA の減少、消失を
もって車符吉することが観察された。またこの反応の反応速度は、溶液の pH値の減少に反比例して増
加することが321められた。
中性溶液の場合は、 DHA の減少速度は非常におそく、一時期に少量のDAA の生成が見られただ
けで、 DMP の生成は全く見られなかった。
アルカリ溶液中にわけるDHA の変化は、 DHA の急速な減少消滅と、少量のDAA の生成および
その減少消滅が見られただけで、この場合もDMP の生成は認められなかった。またその分解速度は、
pH値の増加に比例して増大することが認められた。これらの傾向は、加熱による場合も400C に放置
した場合も室温放置の場合も全く同じであり、とくに重要な差異を見出すことはできなかった。
V Dehydroacetic acid ならびにその変化生成物の毒性および Asp ・ niger に対する抗ばい性
食品中においてDHA から生成するDMPCA 、 DMP 、 DAA が、初めに述べた生体内代謝物と
まったく異なっていた。またこれらのものの毒性に関しては、記載文献も見当らず全く不明で、ある。
とくにDMP は、食品中で相当多量に生成する。このためにこれらの物質について、マウスを用い
て経口投与による急性毒性試験を行なった。その結果は次のとおりである
DHA 
DMPCA 
DMP 
DAA 
LD 50 (g/kg) 95%信頼限界 (g/kg) 
1 .33 
2.33 
1.67 
0.65 
1.23~1.44 
2 .04~2 .65 
1 .49~1.88 
o .59~0 .72 
柴田 9) によるおhydroacetic acid のマウスに対する経口投与での LD50は 1.27g/kgであり、筆者
の実験結果との聞に、有意差は認められなかった。
またここに示したように、これらの四者間の毒性には明らかに有意差が認められた。
DHA がこれらの物質に変化することによって、微生物に対する活性も当然異なると考えられた。
さらに生成物中のより毒性の低い物質に、微生物に対してより高い活性が認められれば、保存料とし
ての利用価値が生じると考えられたため、これら 4 物質について Asp. niger に対する抗ばい性を、
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paper disc 法により調べた。
培養36時間後のこれら各物質の阻止円の比較から Asp . niger に対する各変化生成物の抗ばい力は、
それぞれDHA に比して、 DMPCA は弱、 DMP は泊。、 DAA は括と推定できた。
v1 Dehydroacetic acid の salicylaldehyde による呈色について
DHA の公定試験法 1) として、現在、一般に用いられている方法は、 salicylaldehyde (以下SA と
略す)と DHA のアルカリ溶液中にむける呈色を比色する方法である。
この方法を利用する場合、食品によってはDHA が存在していないのに呈色を示し、 そのためいろ
いろな問題を起すことがしばしばある。このため、この呈色法の本質を究明する目的で実験を行なっ
た。
Braunstein 6) によれば、この呈色反応は、水素あるいは炭素原子に直接結合している methylket­
one 基を有する化合物のみがSA と反応し呈色するとしている。これに対して Thomson 7) ， 8) は、こ
の反応は Braunstein の述べたほど特異的でないとして Claisen 縮合も含めて、 Carbonyl のような
不飽和基に対する α位の methylene と SA との縮合によって生じた化合物のアルカリ塩によって呈色
すると述べている。
一ー般にDHA に対する SA の反応箇所はDHA の 3 位の methylketone であると考えられていたが、
その呈色の実態についてはあまり知られていなかった。
しかし、アルカリ存在下の加熱という反応条件を考えると、当然 lactone 環の開裂が予想され、そ
れにともなって 6 位の methyl 基の周辺、また 4 位の cardonyl 基の周辺にも反応基の出現が考えら
れる。 (p295図参照)
この呈色反応を acetone 、 DHA 、 DMPCA 、 DMP 、 DAA 、 acetylacetone に適用したとこ
ろ、いずれも470mμ 附近に、極大吸収を有する呈色を示し、その分子吸光係数は、 acetone とほぼ
同じ値を示した。またこれらの化合物の呈色の場合と同一条件の溶液中に、定量的に acetone の生成
が見られた。
以上のことよりこれらの化合物は全て分解によって acetone となり、この acetone がSA と反応
して呈色することが判明した。
DHA のアルカリ分解によるアセトン生成を考えた場合、前述のごとく、 DHA の 3 位の methylk­
etone 基と 3 位の炭素、 6 位の methyl 基と 5 ， 6 位の炭素、 4 位の carbonyl と 3 ， 5 位の炭素など
が構成因子となると考えられる。このような観点からすれば、 SA との反応場所をDHA の 3 位の
methylketone 基に限定することは無意味と考えられた。
なむ、 DMPCA 、 DMP 、 DAA がSA と反応してDHA の場合と波長、呈色度とも全く同じ呈
色をすることは、最初に述べた清涼飲料水の実験結果に矛盾するように考えられたが、これは公定試
験法で用いられた抽出法 (Et2 O-petrol , ether による)では、 DMPCA 、 DMP 、 DAA が抽出さ
れないためと判明した。
さらにSA と反応し類似の呈色を示すものが数多く存在するため、 DHA の分析手段としてこの反
応を利用する場合、その適用に充分注意する必要があることを見出した。
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Vﾟ_ Polarograph 法による dehydroacetic acid の分析
前述のSA による呈色法を食品中のDHA の分析に用いる場合、妨害物の影響除外のため前処理が
複雑化する懸念がある。これらの妨害物の影響の少ない方法として polarograph 法の利用を試みた。
a) 支持電解質:種々のものを検討した結果 (CH3 )4 NBr を採用した。
b) 電解j夜組成: 0.5 M (CH3)4 NBr : Et OH : Walpole 緩衝液 (pH 5 .6) [1 : 2 : 2)
c) DC -polalography : 
1) pH による影響 :pH値が高くなるにしたがい半波電位は負側に移り、波高も低くなるが、
polarogram は最終上昇がさらに負側に移るため作図に至便な S 型となる。半波電位、波高とも
pH の変化と直線関係にあり、半波電位は、 pH 3 .05~7 .40にわいて EYz = -1.102-0 .068pH 
(V) となった。
以上の結果、電解液の pH値を6.0 (pH 5.6の Walpole緩衝液を用いた時の pH値)とするのが
至便と考えられる。
2) 温度による波高の変化: pH6.0 にわいて15~350C の温度の変化による電流値変化の温度係数
は2.0% となり polarograh 波が拡散電流の性質を示していることが判明した。
3) 水銀圧による波高の変化: 25uC 、 pH6.0 において水銀圧78. 1 ~48. 1cmの電流値を測定した結
果、それぞれの電流値は水銀圧の平方根に比例しており、電極反応が拡散に制御されていること
が判明した。
4) log[i/(id-i)) と電圧との関係:波形解析の結果、波形は式 E = EYz -0 .058/n' log [i I ( 
id-i)J に従い、 log [i /(id-i)J と電圧との関係は直線となって、その傾斜は 60mV で 1 電子
還元の理論値58mV にほぼ等しいことを見出した。
5) i農度と波高との関係: DHAO.05mg/ml~1.00mg/ml (10-4~6 X10-3 M) にわいて、波高
は直線的に増加し濃度に比例した。
d) AC -polarography : 
1) pH による影響 :DC の場合の半波電位と同様に pH の増加とともに項点電位は負側に移動
する。
2) 濃度と波高との関係 :AC の場合も DC の場合と同様に濃度 o.05mg Iml -1.00mg Iml (10-4 
~ 6 X10-3 M) において波高は濃度によく比例することが判明した。
以上のことから、 pH を一定にすれば本法が充分定量法として使用可能なことがわかる。
本法は各方面において検討され、現在日本薬学会協定衛生試験法の保存料試験法中DHA の分析法叫
として採;用されている。
結論
筆者は、清涼飲料水などの酸性食品中にむいてDHA が変化することを見出し、この変化生成物が
DMP であることを石室認した。
そして、食品中でのDHA から DMP への変化過程を追求し、 DHA の lactone 環の開裂、閉環に
より DMPCA となり、これが脱炭酸してDMP になる経路と DHA の lactone 環の開裂、脱炭酸む
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よび、 DMPCA の pyrone 環の開裂、脱炭酸により生じたDAA が閉環してDMP になる経路とが
存在することを見出した。
食品衛生上の問題点として微生物に対する作用と、急性毒性の面から検討を行ない、 DHA の変化
生成物の Asp .niger に対する阻害度が、 DHA に比較して、 DAA は%、 DMPCA は婦、 DMP
は%。と小さくなることを見出し、 DHA の食品中における変化により、保存効果的減少すると推論
した。またDHA 、 DMPCA 、 DMP 、 DAA のマウスに対する経口投与による LDso を求めたと
ころ、その値はそれぞれ1.33g/旬、 2.33g/旬、 1.67g/旬、 o .65g/kgで、あり、 DHA の変化生成物で
ある DAA の毒性がDHA より強いことを見出した。しかしDAA のDMP への変化によりその存在
量がわずかな点などから、これら変化生成物による急性中毒の危険は、ほとんどないと推論した。
さらにDHA の分析法として用いられている SA による呈色反応が、 DHA の 3 位の acetyl 基に
もとずくのではなく DHA のアルカリ分解により生じた acetone との反応による呈色であることを明
らかにした。
SA による分析法は他の物質による妨害を受けやすいため、これに代る方法として polarography
による方法を開発した。
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論文の審査結果の要旨
佐々木は清涼飲料水の保存料として使用されているデヒドロ酢酸がその使用中に急速に減少するこ
とを経験したので、その分解過程を研究した。それによるとデヒドロ酢酸は分解してジメチルピロン
になるがその経路にジメチルピロンカルボン酸をへる経路と、ジアセチルアセトンをへる経路とがあ
ることを確めた。さらに、これら分解産物の毒性、抗ばい力を検討した。
また、デヒドロ酢酸の定量法を検討し、ポーラログラフ法による定量法を確立した。そしてこれが
従来のサリチルアルデヒド法よりも優れていることを証明した。
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